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AZORBAYCAN ELM FONDU

Azarbaycan Elm Fondunun
“Goanc Alim va Tatqiqatcilarin 7-ci
qrant miisabiqasi”nin (AEF-GAT-7-2023-2(44))
qalibi olmus layihanin yerins yetirilmasi iizrs araliq
(riibliik olaraq 3-cii marhalo)

ELMI-TEXNIKI HESABAT

Layihanin adi: Bitki va insan kok hiiceyralarindon nano 6lgiilii ekstraselulyar vezikullarin
izolyasiyasi, xarakteristikas1 ve insan patogenlarins qars1 antimikrobial tasirinin in vitro
Oyranilmasi

Layiha rehbarinin soyadi, ad1 ve atasinin adi: Hagsimova Leyla Nuraddin qi1z1

Layihanin nomrasi: AEF-GAT-7-2023-2(44)-10/06/3-M-06

Miiqavilanin imzalanma tarixi: 06 dekabr 2023-cii il

Qrant layihasinin yerins yetirilme miiddati: 18 ay

Layihanin icra miiddati (baslama va bitmso tarixi): 01 yanvar 2024-cii il - 01 iyul 2025-ci il

Layihanin III marhala iizra (riib) mablagi:

Hesabatda asagidaki masalaler isiqlandirilmalidir:

Layihenin hoayata kegirilmasi tizro cari riibds yerine yetirilmis elmi islar

Layihanin 3-cii moarhoalasinde kok hiiceyra mangali ekstrasellular vezikullarin »slds edilmasi
planlagdirilmigdi. Ekstrasellular vezikullar, hiiceyrslerin miihite buraxdigi ve hiiceyralararasi
kommunikasiya, metabolizm ve immun cavab kimi proseslarde shamiyyatli rol oynayan nanodlgiilii
hissaciklardir. Bu marhalenin icrasi, bu vezikullarin analizi vo onlarin potensial antimikrobial totbiq
saslarinin miiayyon edilmasi tiglin kritik shoamiyyat dasiyar.

Ancaq hal-hazirda, bu prosesin hayata kegirilmasi reaktivlerin moévcud olmamas: sebabindan
miimkiin olmamugdir. Ekstrasellular vezikullarin slds edilmasi {igiin spesifik reaktivler va protokollar
tolob olunur ki, bunlar da vezikullarin diizgiin sokilds izolyasiyasinda ve karakterizasiyasinda
vacibdir.

Layihanin 1-ci marhalasinda geyd edilon derman bitkilarinden ekstraktlar alinmis vo S. Areus, E.Coli
va K.pnemonia bakteriya stammlari {izorinds antimikrobial tasiri miioyyan edilmisdir. Burada baslica
moaqsadimiz bitkilorden oalde edilon ekstraktlarin ve ekstrasellityar vezikullarin antimikrobial
tosirlorini garsilasdirmaq idi. Bu yanasma, bitki mansali ekstasellulyar vezikullarin tibbi potensialini
daha da aydinlasdirmaga komok edacakdir.

Eyni zamanda, kok hiiceyra kulturalar1 alds edilmis ve eksozomlarin izolyasiyasi {i¢iin hazir veziyyata
gotirilmisdir. Ekstrasellulyar vezikullar miivaffaqiyyatls alds edildiyi teqdirds bu nanodl¢iilii
komponentlerin antimikrobial ve antileysmanial tesirlorinin arasdirilmasi planlasdirilmaqdadir.
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Layihanin hoayata kegirilmasi {izra planda nazards tutulmus islorin yerina yetirilma daracasi (cari riib
uclin, faizle giymotlondirmali)

(burada doldurmali)

Hesabat dovriinds alinmis elmi naticalar, onlarin yenilik deracasi

(burada doldurmali)

Layihenin yerine yetirilmasi zamanu istifade olunan tisul ve yanasmalar

Ekstraselliiler vezikullarin alde edilmasi ve saflagdirilmas: prosesinds ultrasentrifiiqa cihazi olduqca
miihiim rol oynayir. Bu cihaz, ¢ox yiiksak siiratls firlana bilen rotorlar vasitssils bioloji niimunalardaki
miixtalif Ol¢li veo sixliga malik hissaciklori effektiv gsokilde ayirmaq {iglin istifade olunur.
Ultrasentrifuqa cihazinin calisma prinsipi asasen mayelardaki farqli hissaciklerin mearkszdanqa¢ma
qiivvesinin tesiri ilo miixtalif siiratlorde ¢okmasine asaslanir.

Ultrasentrifiiga Cihazinin Istifadasi ve Proses Marhalalari

e Niimunanin Hazirlanmast: Ik addim olarag, hiiceyrs kiiltiiri, serum, plazma kimi bioloji
mayelardan ve ya bitki sirslarinden niimunlar goétiiriiliir. Niimunalar, uygun olgiide olan
santrifiij tiiplerina yerlasdirilir. Numunadaki boyiik hissacikleri (hiiceyre qaliqlar1 ve boyiik
proteinlar) ayirmagq ticiin ilkin olaraq asag siiratli santrifiij tetbiq edilir. Belslikls, ekstraselliiler
vezikullar ve digar kicik hissacikler saf bir sokilde ayrilmaga hazirlanir.

e Siiratin vo Vaxtin Toyin Edilmasi: Daha sonra ultrasentrifuqa cihazi ¢ox yiiksak stiratlo
isladilir. Ekstraselliiler vezikullarin (EV) slde edilmasi {igiin adsten 100.000 g ve ya daha
yliksak siirat lazimdir. Bu gadar yiiksak siiratle isloms, adaton 2-4 saat kimi uzun miiddst talab
edir. Ciinki EV-lar ¢ox kigik ve ylingiil hissaciklerdir ve daha yavas ¢okiirler. Daha boyiik
hissaciklar {igiin ise cihaz daha asag) siiratlorde qurasdirila biler, ¢iinki onlarin ayrilmas: tiglin
bu gadar yiiksak qiivvaye ehtiyac yoxdur.

e (Cokms va Ayrilma: Ultrasentrifiij cihazi islodikden sonra numunadaki hissaciklar sixliqlarina
va Olgiilerina gors rotorun altina dogru ¢okiir. Markezdenqagma qiivvesi ile daha six ve boytik
hissaciklar daha siiretli ¢cokma gostarir, kicik hissaciklar ise daha yavas bir sekilds yera y1gilir.
Ekstraselliiler vezikullar kimi nano 6l¢tilii hissaciklar bu prosesda an yavas ¢okme edanlarden
biridir.

e Pelletin Toplanmasi: Santrifiijj tamamlandiqdan sonra, tiiplerin dibinds toplanan pellet
(¢cokmiis maddoe) ehtiyatla gotiiriiliir. Bu pellet, adstan ekstraselliiler vezikullarin toplandig:
hissadir. Sonra bu pellet tamiz tampon moahlulu iloe (masalen, PBS - fosfat tamponlu salin)
yenidan hall edilir vo névbati saflagdirma moarhalalarine hazirlanir.

e Tomizloma voa Saflasdirma: Ekstraselliiler vezikullarin safligin1 daha da artirmagq tigtin bazi
hallarda slave temizlams iisullar1 tatbiq oluna bilar. Gradient sentrifiiqa ve ultrafiltrasiya kimi
texnikalar, ¢ox yiiksak saviyyada tomizlik alds etmayo komak edir.




Ultrasentrifiiqa cihazi miiasir biotexnologiya ve bioloji arasdirmalarin avezolunmaz bir hissasidir.
Ekstraselliiler vezikullar, viruslar, proteinlar ve digar bioloji maddslerin effektiv sekilde ayrilmasi va
saflastitilmasinda genis istifads edilir.

Ultrasentrifuqasiyanin iistiinliiklari va ¢atinliklari

Ustiinliiklar:

Yiiksok Hassasliq: Cox kigik molekullar: effektiv sokilde ayira bilir.
Effektivlik: Bir ¢ox hissaciyi eyni zamanda ayrigdirmaq miimkiindyir.
Cox yonlii: Miixtslif bioloji niimunsaleri ayirmagq tigiin istifads edils biler.

Catinliklar:

Maliyyat: Ultramarkezdanqagma cihazlar1 ¢ox bahalidir va yiiksek texniki xarclors malikdir.

Prosesin uzun miiddat davam etmasi: Kigik hissaciklori ayirmaq tigiin uzun miiddat yiiksak siiratla
sentrifuqalama taloeb olunur.

Daqiqlik: Rotorun diizgiin balanslasdirilmas: ¢ox vacibdir. Yanlis balanslasdirma rotorun ve cihazin
zadaloanmasi, hamginin niimunalarin itirilmasi ilo naticalona bilar.

Kok hiiceyra moansali ekstraselulyar vezikullarinin izolyasiyas1

e Hiiceyrolar 24-48 saat arzinds inkubasiya edilacek

e Inkubasiyadan sonra kultivasiya supernatant1 50 ml tiipler icerisina toplanacaq ve supernatant
0.22 pm filtrden kegirilacok

e Ekstraselulyar vezikul izolyasiyas: tig¢lin supernatantlardan istifade edilocok vo ardicil
sentrifuqasiya proseslari ils ekstraselulyar vezikullar slds edilacokdir

e 10 daqigs arzinde 300x g'ds sentrifuqasiya edilecok ve supernatant toplanacaq

e 10 dagigs 2600 x g’'ds sentrifuqa edilocok vo supernatant toplanacaq

e Olds edilon supernatant 10 000 x g’da 1 saat va 100 000 x g’ds 2 saat sentrifuqasiya edilocak

e (Cokiintii PBS ilo suspenziya edilacok vo 2 saat 100 000 x g’da sentrifuqasiya edilacok

e Ekstraselulyar vezikullarin ¢okiintii PBS ile suspenziya edilacak va -80°C-da saxlanacaq

Bitki mansali ekstraselulyar vezikullarinin izolyasiyas1

e Bitki ekstrakt1 avvalca 1200 x g’da 20 daqigs, 3000 x g’da 20 daqiqgs, ve 10 000 x g’ds 60 dagiqa
4°C temperaturda sentrifuqasiya edilacak

e Hiiceyroalor vo hiiceyra qaliglar: uzaqlasdirilacaq

e Supernatant 0.22 um filtrden kegirilorak yeni ultrasentrifuqa tiipiine kogtiriiliicok ve 150 000 x
g'da (4°C-da 120 daqige) sentrifuqasiya edilacok

e Sentrifuqasiya sonrasi supernatant uzaqlasdirilacaq ve ¢okiintii 1 ml PBS’ds hall edilacak

e Takrar 150 000 g'ds 120 dagiqe 4°C-da sentrifuqa edilacok ve ekstraselulyar vezikullar yeniden
PBS ils siispenziya edilacek

e Istifads olunana gadar -80°C-de saxlanacaq

Ekstraselulyar vezikullarin xarakterizasiyasi
e Ekstraselulyar vezikullara xas CD63, CD9, and CD81 sathi markerlari vo hiiceyradaxili ziilal
e olan HSP70 agkarlanmasi Flow cytometri analizi ils tayin olunacaq
e Tiibloro floresan izotiyosiyanat (FITC), fikoeritrin (PE) ve allofikosiyanin (APC) isaratli
monoklonal antikorlardan 5 pl, izotip kontrollardan (IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-APC) 2.5 ul
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alave edildikden sonra toplam hacim %2 (v/v) FBS ve PBS ehtiva edon tampon ilo 100 pl'ye
tamamlanacaq

e Niimunsalar otaq temperaturunda qaranliqda 20 daqiqe gozladilacok

e Inkubasiya sonrasi PBS ils iki dofe yuyularaq hiiceyralor 3000 rpm 5 dagiqe sentrifuqasiya
edilacok Hiiceyralar 500 ul boya tamponu igerisinds suspansiya edilorak flow cytometry cihazi
ilo analiz edilocak

e Analizlar; FL1 kanalinda FITC florokrom isaratli 530 nm dalga boylarinda, FL2 kanalinda PE
florokrom isaratli 585 nm dalga boylarinda, FL4 kanalinda APC florokrom isaratli 661
nm dalga boylarinda hayata kecirilocok.

Layiho tizra elmi nasrlor (maqalslor, monoqrafiyalar, icmallar, konfrans materiallari, tezislor) (doarc
olunmus, ¢apa gobul olunmus ve ¢apa gondarilmisleri ayriliqda gqeyd etmakls) (suratlarini slava etmali!)

Capa gobul olunmus - 13-17 noyabr 2024 tarixinde XLI. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi'ne gondarilmis
“Impact of the COVID-19 pandemic on antimicrobial resistance in neonatal sepsis” baslqli tezis gapa
gobul edilmisdir.

Ixtira vo patentlor, somarslosdirici tokliflor

(burada doldurmali)

Layiho {izre ezamiyyatlor

(burada doldurmali)

Layihs {izra elmi ekspedisiyalarda istirak

(burada doldurmalz)

Layihs tizra digar tedbirlards istirak

-Leyla Haimova - 29- iyun 2024-cii il tarixinde Azerbaycan Infeksion Xastoliklor va Klinik
Mikrobiologiya Comiyyetinin 1-ci konfransinda istirak etmisdir. 4 panelden ibarat olan konfrans
proqraminin hararatle seyr edilon infeksiyalar panelinds antibiotiklarin rasional istifadesi haqqinda
moruzs edilmisdir. Bakteriyalarda antibiotik davamliligla miibariza yollar1 miizakire edilmisdir.

-Sepsis va antibiotikterapiya; movzusunda Beynolxalq Elmi Konfrans.dekabr 2024-cii il tarixinda
“Hiiceyra Kulturas1 ve Krioprezervasiyas1” basliqli elmi seminarin kegirilmasi planlagdirilmisdir. Bu
seminarin asas maqsadi hiiceyra kulturasinin prinsiplari, metodlar: ve tatbiq sahsleri haqqinda genis
vo otrafli malumat teqdim etmokdir.

Seminar gargivesinds istirakgilara hiiceyra kulturalarinin yaradilmasi, saxlanmasi vo
krioprezervasiyas: metodologiyasi ile bagh miiasir yanasmalar teqdim edilacekdir. Bununla yanasi, bu
sahadaki an son tedqiqat naticaleri ve innovativ texnologiyalar miizakire edilecakdir. Seminar,
istirak¢ilarin miiasir hiiceyrs kultura texnologiyalari ilo tanis olmasina ve bu texnologiyalarin tatbiq
saholori ilo bagh anlayislarnin genislonmasine imkan taniyacaqdir.

Eyni zamanda, miixtslif qiirum va institutlardan miitoxassislorin dovet edilmasi ilo amakdasliglarin
inkisaf etdirilmasi planlagdirilir. Bu, istirak¢ilar arasinda malumat miibadilasini tegviq edarak,
miistarak todqiqatlar v layihalarin yaranmasina sorait yaradacaqdir. Naticods, seminar, hom
akademik, ham da praktiki sahslards yeni emakdashqlarin formalasmasina xidmat edacakdir.
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Layiho movzusu tizro elmi maruzalar (seminarlar, konfranslar, doyirmi masalar vo s. ¢ixislar)

Leyla Hasimova — 26 iyul 2024-cii il tarixinde ATU-nun Rezidentura vo Magistratura sobasi ilo birga




rezidentlar {i¢iin "Antibiotik davamliliq" movzusunda maruze etmisdir.
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Layiha tizrs alde olunmus cihaz, avadanliq ve qurgular, mal ve materiallar
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Yerli homkarlarla alagoalor

Leyla Hogimova - 29- iyun 2024-cii il tarixinds Azerbaycan Infeksion Xostaliklor vo Klinik
Mikrobiologiya Comiyyotinin 1-ci konfransinda miixtalif qurumlardan hokim-infeksionist, hokim-
mikrobioloq, reanimatoloq, uroloq, ginekoloq va s. ixtisasdan hokimlorle antibiotik davamliliq
movzusunda fikir miibadilesi aparmigdir. Problemin hall yollar1 genis miizakirs olunmusdur.
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Xarici homkarlarla salagalor

Azarbaycan Infeksion Xastaliklor ve Klinik Mikrobiologiya Comiyyatinin 1-ci konfransinda prof.dr.
Atahan Cagtay, prof.dr. Haluk Eraksoy, prof.dr.Serap Simsek Yavuz maruzslarinds Tiirkiyadoki
infeksiyon xastaliklorin vo klinik mikrobiologiyanin diineni ve bu giinii haqqinda genis maruzalor
etdilor. Antibiotik davamli bakteriyalarin miiasir miialico metodlarindan danisdilar.
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Layiho movzusu tizro kadr hazirlig:

(burada doldurmali)

15

Sergilorda istirak

(burada doldurmali)

16

Tacriibaartirmada istirak vo tacriiba miibadilasi

(burada doldurmalz)

17

Layiha m6vzusu ilo bagli elmi-kiitlovi nasrlar, kiitlovi informasiya vasitelorinda ¢ixislar, yeni
yaradilmisg internet sohifelari v s.

(burada doldurmali)

Layiha rahbarinin imzas1 Hasimova Leyla Nuraddin qiz1

Tarix

QEYD: biitiin hallarda uygun olan bandlar doldurulmalidir.




